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RESUMEN

El musculo esquelético, uno de los principales tejidos sensibles a
insulina, es el principal encargado del mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, disponiendo de alrededor de un 80% de la glucosa circulante
postprandial, mediante la accién de insulina. El principal encargado de realizar
esta accion, es el transportador de glucosa GLUT4, cuya translocacion a la
membrana plasmatica es mediada por esta hormona. Este trabajo se centra en
definir el papel del calcio (Ca?*), importante mensajero intracelular, en el
transporte de glucosa inducido por insulina. Para ello, se utilizé la linea celular
de musculo esquelético L6-GLUT4-myc que expresa establemente un epitope
myc en el transportador de glucosa GLUT4. Se obtuvo como resultado que
EGTA, un quelante de calcio extracelular, no alter¢ la fosforilacion de Akt, como
tampoco la translocacion del GLUT4, y por tanto, el transporte de glucosa
inducido por insulina. En contraste, BAPTA-AM, un quelante de -calcio
intracelular, disminuyd significativamente, la fosforilacion de Akt y la
translocacion del transportador de glucosa GLUT4 dependiente de insulina.
Conjuntamente, la reorganizacion de la actina cortical, un evento necesario para
la translocacion del transportador GLUT4, también se alterd por la ausencia de
calcio intracelular. Por otro lado, la expresion transitoria de una proteina tampén
de calcio como es parvalbumina, también disminuyé la translocacion del
GLUT4. Ademas, BAPTA-AM disminuye el transporte de glucosa, de una

manera dependiente de la concentracion.



Especificamente, el bloqueo farmacologico del receptor de IPs, por
xestospongina B redujo la fosforilacion de Akt. Por el contrario, Ryanodina,
usada como bloqueador del receptor de ryanodina, no afectoé la fosforilacion de
Akt. Xestospongina B y U-73122, un inhibidor de PLC, disminuyeron
significativamente la translocacion del transportador GLUT4 y el transporte de
glucosa dependiente de insulina. Ryanodina ejercié una leve caida en estos
parametros. En conclusion, el Ca?* es un activo regulador de la actividad de
Akt, modulando la translocacion del transportador GLUT4 y el transporte de
glucosa inducidos por insulina. Especificamente, la liberacién de calcio a partir
de los reservorios dependientes del receptor de IPs, regula el transporte de

glucosa dependiente de insulina, en el musculo esquelético.
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SUMMARY

The skeletal muscle, a major insulin-sensitive tissue, is responsible for the
maintenance of glucose homeostasis, accounting for ~80% of post-prandial
circulating glucose, primarily through the action of insulin. GLUT4 is the major
glucose transporter, whose translocation to plasma membrane is mediated by
this hormone. This work focuses on defining the role of calcium (Ca?*), important
intracellular messenger, on the insulin-induced glucose transport in sketletal
muscle cells. To this end, the skeletal muscle cell line L6-GLUT4-myc was used.
This cell line stably expresses a c-myc epitope on glucose transporter GLUT4.
The results showed that the extracellular calcium chelator EGTA did not alter
Akt phosphorylation, nor the GLUT4 translocation, and therefore, the insulin-
induced glucose transport. In contrast, the intracellular calcium chelator
BAPTA-AM significantly decreased Akt phosphorylation and the insulin-
dependent GLUT4 translocation. Together, cortical actin reorganization, an
event required for GLUT4 transporter translocation, is also altered in the
absence of intracellular calcium. On the other hand, the transient expression of
the calcium buffer protein parvalbumin also decreased GLUT4 translocation. In
addition, BAPTA-AM diminished glucose transport, in a concentration dependent
manner. The harmacological blockade of IP3 receptor by xestospongin B,
reduced Akt phosphorylation. By contrast, Ryanodine, used as a ryanodine
receptor antagonist, did not affect Akt phosphorylation. Xestospongin B and

U-73122, a phospholipase C inhibitor, significantly decreased insulin-dependent

11



GLUT4 translocation and glucose transport. Ryanodine slightly decreased both
parameters.

In conclusion, Ca?* is an active regulator of Akt activity, modulating GLUT4 and
glucose transport. Specifically, calcium release from IP3 receptor-dependent

storages regulates insulin-dependent glucose transport in skeletal muscle cells.
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1. INTRODUCCION

1.1. Insulina

Insulina es una hormona de naturaleza peptidica, cuya secuencia
primaria fue determinada por Sanger et al. en el afio 1954. Se describié como
una estructura de 51 aminoacidos (equivalente a una masa molecular de
5,8 kDa), que consta de dos cadenas peptidicas Ay B, de 21 y 30 residuos de
aminoacidos, respectivamente [1]. Estas cadenas estan unidas por dos puentes
disulfuro entre los residuos de CysA7-CysB7 y CysA20-CysB19 [2]. También
existe un puente disulfuro entre los residuos CysA6-CysAll de la cadena A, el
cual es esencial para estabilizar la cadena A y por ende, conservar la potencia
de la hormona [3]. Insulina es secretada en los islotes de Largerhans
localizados en el pancreas, especificamente en las células 3, mediante un
mecanismo que comprende la biosintesis de preproinsulina en el reticulo
endoplasmico, procesamiento de proinsulina a insulina madura en granulos de
secrecion de insulina, translocacion de los granulos hacia una region especifica
de la membrana plasmatica y finalmente exocitosis de la insulina via
acoplamiento y posterior fusion de los granulos con la membrana plasmatica [4].
La secrecion de insulina hacia el torrente sanguineo es controlada
principalmente por concentraciones elevadas de glucosa en el plasma,
mediante un mecanismo que involucra en primer lugar, la entrada de la glucosa

a traves del transportador de glucosa GLUT2 [5].



Posteriormente, la glucosa es fosforilada por glucokinasa, la primera enzima en
la via glicolitica en las células . La generacion de ATP por la glicolisis,
incrementa la razon intracelular ATP/ADP [6]. EI ATP se une a canales de Kartp,
provocando el cierre de estos canales, lo que resulta en la depolarizacion de la
célula B [7]. Cuando el potencial de membrana de la célula (3, alcanza -30 a -40
mV, los canales de calcio sensibles a voltaje se abren, conduciendo a un influjo
de iones calcio hacia el citoplasma [8]. Finalmente, el aumento del calcio
intracelular gatilla la exocitosis de los granulos que contienen insulina. La vida
media de insulina en el plasma es alrededor de 5 min, lo que permite un estricto
control de su actividad, en los diversos tejidos y subtipos celulares [9]. Insulina
es una hormona que regula activamente el metabolismo energético, ya sea de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Ademas, promueve el crecimiento y

diferenciacion celular, a través de sus efectos mitogénicos.

1.2. Receptor de insulina y su sistema de transduccion

Insulina, a través de su receptor de membrana, regula el crecimiento, la
sobrevida y la diferenciacion celular, a través de la via transduccional Ras-
MAPK vy el transporte de glucosa, principalmente a través de la ruta de
sefalizacion PI3K-Akt.

Especificamente, el receptor de insulina (IR) es una heterotetramero que
se compone de dos subunidades extracelulares o y dos subunidades

transmembrana 3, que se encuentran unidas mediante puentes disulfuro [10].
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La cadena a y 194 residuos pertenecientes a la cadena B forman la
porcion extracelular del IR. En la cadena [3, hay una secuencia transmembrana
simple y un dominio citoplasmatico de 403 residuos, que contienen la actividad
tirosina kinasa [11]. La unién del ligando (insulina) a la subunidad o estimula la
actividad tirosina kinasa intrinseca de la subunidad (3 del receptor de insulina, lo
cual lleva la transfosforilacion de las subunidades [, lo cual conduce a un
cambio conformacional y un incremento gradual en la actividad tirosina kinasa
[12]. A diferencia de otros receptores con actividad tirosina kinasa, los cuales se
conectan directamente con sus efectores, el receptor de insulina posee
proteinas de andamiaje que median la unidn a sus efectores intracelulares, las
cuales son llamadas IRS (sustratos del receptor de insulina). Se conocen al
menos 11 sustratos de IR y del receptor de IGF-1 (IGF-1R). De los 11
anteriores, 6 han sido denominados como IRS 1-6 y tienen diferente expresion y
funcidn en los tejidos. Las proteinas IRS tienen dominios de homologia
pleckstrina (dominos PH) y dominios de union a fosfotirosinas (dominios PTB).
Los dominios PH, median la unién de estas proteinas a fosfolipidos de
membrana. Por su parte, los dominios PTB, participan en la unidn a residuos
especificos de fosfotirosinas. Los dominios PTB dan cuenta de la gran afinidad
de estas proteinas por el IR. Después de la fosforilacién de estos sustratos por
el IR, se unen a moléculas intracelulares que contienen dominios SH2
(dominios de alrededor de 100 aminoacidos que se unen a residuos de

fosfotirosinas) como es fosfatidilinositol 3-kinasa (PI13K).
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PI3K es un heterodimero compuesto de una subunidad regulatoria y una
subunidad catalitica [13]. La activacion de la subunidad catalitica depende de la
interaccion de dos dominios SH2 ubicados en la subunidad regulatoria con
motivos especificos situados en los IRS.

PI3K activa reguladores criticos en la sefalizacion de insulina,
catalizando la formacion de un segundo mensajero lipidico, PIP3. Las proteinas
que contienen dominios PH pueden unirse a PIP3, ser localizadas en la misma
region con otras proteinas. Entre éstas, se encuentra PDK1, responsable de la
activacion de Akt/PKB, un nodo importante en la sefializacion de insulina. PDK1
fosforila los loops de activacién de Akt en el residuo Thr308 [14]. Sin embargo,
Akt requiere un segunda fosforilacion en el residuo Ser473 para conseguir su
activacion completa. Esta fosforilacion es llevada a cabo por el complejo mTOR-
rictor [15]. Ultimamente, se ha descubierto que Akt requiere ubiquitinacion por la
E3 ligasa TRAF6, para alcanzar su maxima actividad [16].

Akt es una proteina serina/treonina kinasa que media la mayoria de los
efectos metabolicos de insulina. Akt regula el transporte de glucosa, fosforilando
e inhibiendo la proteina AS160 (sustrato de Akt de 160 kDa) [17]. Este paso
gatilla la activacion de las GTPasas pequeiias de la familia Rab que estan
involucradas en la reorganizacion del citoesqueleto, lo cual es un evento
requerido para la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 hacia la
membrana plasmatica, regulando asi la incorporaciéon de glucosa a las

células [18].
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1.3. Transportador de glucosa GLUT4

La proteina GLUT4 es uno de los 13 transportadores de azlcares
(GLUT1-GLUT12 y HMIT), codificados por el genoma humano [19] que
catalizan el transporte de hexosas a traves de la membrana celular mediante un
mecanismo de difusion facilitada ATP-dependiente [20]. El transportador GLUT4
dispone de una Unica caracteristica entre los otros transportadores, en el estado
basal dispone de una ubicacion mayoritariamente intracelular, la cual es
redistribuida hacia la membrana plasméatica en respuesta a insulina u otros
estimulos [21]. Especificamente, en el estado basal, el transportador GLUT4
experimenta un lento pero continuo reciclaje entre la membrana plasmatica y
varios compartimentos intracelulares, como s6lo 5% del pool total de la proteina
GLUT4 localizada en la membrana plasmatica [22]. Sin embargo, en respuesta
a un estimulo agudo de insulina (2 a 3 min), la tasa de la exocitosis aumenta
considerablemente concomitantemente con un pequefia disminucion en la
exocitosis, por lo que alrededor del 50% de los transportadores GLUT4, son
relocalizados a la membrana celular bajo un estimulo de insulina [23].

El transportador GLUT4 contiene secuencias unicas en sus residuos
citoplasmaticos N- y COOH- terminales, que dirigen su caracteristica capacidad
de trafico celular. Estos incluyen una secuencia caracteristica en su N-terminal,
con un residuo de fenilalanina potencialmente critico [24], como también
residuos dileucina (LL) y motivos acidos en el COOH terminal [25]. Estos
motivos gobiernan aspectos cinéticos de la endocitosis y exocitosis en este

sistema de trafico continuo.
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Ademas, las GTPasas pequefias como Racl, modulan el trafico celular
del GLUT4, mediante la reorganizacion de la actina inducida por insulina [26].

La importancia del trasportador GLUT4 en el metabolismo energético del
organismo, ha sido avalada por diversos modelos fabricados por ingenieria
genética. Ratones heterocigotos GLUT4 +/- que presentan un expresion
disminuida en el musculo esquelético y el tejido adiposo, muestran resistencia
insulina y ademas, son propensos a desarrollar diabetes, lo cual es consistente

con el rol del transportador GLUT4 en la disposicion efectiva de la glucosa [27].

1.4. Calcio como segundo mensajero

La modulacién de la concentraciéon de calcio intracelular ([Ca?]), es un
sistema de sefalizacion involucrado en numerosos procesos, incluyendo la
regulacion de numerosos procesos el transporte transepitelial, aprendizaje y
memoria, contraccion muscular, trafico de membrana, transmision sinaptica,
secrecion, motilidad, excitabilidad de membrana, expresién de genes, divisidon
celular y apoptosis. Un mecanismo ubicuo de modulacién del [Ca?*]i involucra la
activacion fosfolipasa C (PLC) por una variedad de estimulos que incluyen
activacion por ligando de proteinas G o receptores con actividad tirosina kinasa.
PLC hidroliza el lipido de membrana PIP2, generando inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) [28]. IP3 difunde en el citoplasma y se une a su receptor (IP3R), el cual es
canal de Ca?* activado por ligando [29], que posee 3 isoformas (IPsR1, IP3R2 e
IP3R3). IP3sR se encuentra localizado principalmente en la membrana reticulo

endoplasmico (ER) [30].
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El ER es reconocido como el principal almacén de Ca?* en la mayoria de
las células. Las Ca?-ATPasas ubicadas en la membrana del ER, acumulan
altos niveles de Ca?* en el lumen. Debido a que el lumen contiene altas
concentraciones de proteinas que unen Ca?*, la cantidad total de Ca?* puede
ser mayor a 1 mM, sin embargo, la concentracién de Ca?* libre ha sido
estimada en 100 a 700 uM [31]. En contraste, la concentracién de Ca?* en el
citoplasma, en células no estimuladas es entre 50 y 100 nM, 3 a 4 6rdenes de
magnitud menos que en el lumen del ER. Bajo la union de IPs, el receptor de
IPz se abre, proporcionando una via al Ca?" para difundir a través de la
gradiente electroquimica, desde el lumen del ER hacia el citoplasma. El Ca?* en
el citoplasma se mueve mediante difusion pasiva, mientras que su movimiento
es reducido por proteinas que unen Ca?*, que actlan como tampones de calcio.
Como consecuencia de esto, microdominios con gradientes de concentraciones
de Ca?* abruptas, se pueden formar y disipar rapidamente cerca de la apertura
del IP3R. Las concentraciones de Ca?* adyancentes al canal abierto pueden ser
cercanas a 100 uM o mas, mientras las concentraciones a 1 o 2 um del poro de
canal puede ser menos de 1 uM [32].

La distribucién y las concentraciones de proteinas que unen Ca?*, los
canales de Ca?*, como también las complejas propiedades de los canales de
Ca?*, permiten a las sefiales de Ca?' dependientes del IP3R, tener diversas
propiedades espaciales y temporales que pueden ser explotadas por las
células. Consecuentemente, a pesar de su expresion, probablemente en todas
las células, este sistema de sefalizacion entrega sefales especificas que

regulan diversos procesos celulares fisiolégicos.
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Como otro punto a destacar, las isoformas de IPsR presentan diferentes
propiedades funcionales, lo que incrementa la posibilidad de regular funciones

heterogéneas en la célula. Algunas de estas propiedades se describen a

continuacion:

Parametro IPsR1 IPsR2 IPsR3
Po (%) 33+5 27+6 4+1
339
1 (pA) 1,9+0,1 1,9+0,1 1,91+ 0,04
1,8+0,2
To (MS) 7,0+0,3 7,3+0,4 ND
7,4+1,2
Tc (mS) 99+1,3 10,6 +1,6 ND
9,8+1,1
Y (pS) 80,0+0,3 78,0+0,5 74,0+0,4
ND
kiP; (uM) 0,27 £ 0,07 0,10+ 0,01 0,40 + 0,05
KATP (uM) 0,13+0,04 N.A. 2+0,1

Tabla 1. Propiedades funcionales de las isoformas del receptor de IP3

Se muestra en la tabla diversas propiedades de las isoformas de IPsR. Las propiedades de

canal, Po, probabilidad de apertura; I, corriente; to, periodo de apertura; tc, periodo de cierre; vy,

conductancia; se midieron en presencia de 0,5 mM de ATP para las isoformas IPsR1 y IP3R2; y

en presencia de 0,5 mM y 5 mM de ATP para la isoforma IPsR3. La dependencia de 1Pz, kIPs y

la dependencia de ATP, KATP, se midieron entre 50 nM a 2 uM de IPs y 0 a 5 mM de ATP,

respectivamente. Tu et al, Biophys J 88: 1046-1055, 2005.
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2. HIPOTESIS

El aumento de la incorporacion de glucosa inducida por insulina requiere
la liberacion de calcio desde reservorios intracelulares dependientes del

receptor de IP3 en células musculares esqueléticas

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel del calcio en la incorporacion de glucosa inducida por

insulina en células musculares esqueléticas.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Evaluar la participacion del calcio extra e intracelular en la

captacion de glucosa inducida por insulina en células musculares esqueléticas.
4.2. Determinar la participacion de los reservorios intracelulares de
calcio dependientes del IP3R y RyR en la captacion de glucosa inducida por

insulina.

4.3. Estudiar la participacion del calcio en la activacion de las vias

transduccionales Akty ERK.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EEUU): SDS, EGTA, NaVO4, PMSF, glicerol, glucosa, DTT, Tween-
20, reactivo de Folin Ciocalteau, tabletas de OPD, anticuerpo anti (-actina y
anticuerpo anti c-myc, acido citrico, deoxicolato, EDTA. De Merck (Darmstadt,
Alemania) se obtuvieron: KH2PO4, MgSO4, CaClz, NaOH, HCI, H202, Na2COs,
Na2HPO4, CuSO4+5H20, tartrato dipotasico, NaF, pirofosfato de sodio, Triton X-
100, 2-isopropanol, formaldehido 37%. De Amresco (Solo, OH, EEUU): NacCl,
leupeptina, aprotinina, HEPES sal sddica, Tris base, acrilamida, bisacrilamida,
glicina. De Invitrogen se obtuvo Tripsina-EDTA 10x, Lipofectamina 2000,
Rodamina-Faloidina. De Molecular Probes (actualmente subsidiaria de
Invitrogen) se obtuvo BAPTA-AM, Alexa FLUO 488 anti-conejo y Alexa FLUO
568 anti-ratén. De Gibco (actualmente subsidiaria de Invitrogen): OPTI-MEM, a-
MEM. De Winkler (Santiago, Chile) se obtuvieron: KCI, 2-mercaptoetanol,
TEMED, albumina de suero bovino (BSA), sacarosa. De Calbiochem (La Jolla,
CA, EEUU) se adquirieron: Akt Inhibitor VIII, LY-294002, U-73122, anti-lgG
conejo, anti-IgG ratdn, 2-desoxi-D-glucosa 25972, citocalasina B 250233. De
PerKinElmer Life Sciences (Boston, EEUU) se adquirieron: 2-[1,2-3H]-desoxi-
D-glucosa NET549250UC. Los anticuerpos anti p-Akt (Ser473), p-RI, p-Erk 1/2,
IR/IGF-1R y Akt se adquirieron a Cell Signaling. La Xestospongina B fue

gentilmente donada por Jordi Molgé PhD.
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Otros reactivos: Anticuerpo anti ERK (Santa Cruz), Ryanodina 630-062-
M001 (Alexis Biochemicals), insulina humana Actrapid® (Novo Nordisk),
Ecoscint, paraformaldehido 16% 15710-000 (Fermelo Biotec), suero fetal bovino

(HyClone) y DAKO fluorescent mounting medium (DAKO inc).

5.2. Cultivo Celular

Se utilizé como modelo de trabajo la linea celular L6-GLUT-myc [33].
Corresponde a la linea de musculo esquéletico de rata L6 que expresa
constitutivamente un epitope de 14 aminoacidos (AEEQKLISEEDLLK)
correspondiente al c-myc humano, en el primer loop extracelular del
transportador de glucosa GLUT4. Originalmente, la linea L6 se propaga como
mioblastos mononucleados en presencia de medio cultivo suplementado con
10 % de SFB (medio de crecimiento). Estos mioblastos inician un proceso de
diferenciacion en presencia de medio de cultivo suplementado con 2% de SFB
(medio de diferenciacién), fusionandose espontaneamente para formar
miotubos al cabo de 6 a 7 dias. En el estadio de miotubos L6-GLUT4-myc, los
niveles de GLUT4-myc son al menos cien veces mayores que el transportador
GLUT4 endogeno, atribuyéndose la incorporacion de glucosa inducida por
insulina principalmente al transportador GLUT4-myc. Por otro lado, el
transportador de glucosa GLUT4-myc se almacena en compartimentos
especificos para el transportador GLUT4, por lo que el reciclaje vesicular que
presenta el transportador GLUT4-myc es virtualmente idéntico al de GLUT4

enddgeno.
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5.3. Captura de glucosa

El ensayo de captura de glucosa se realizd en placas de cultivo de 12
pocillos. Primero, miotubos L6-GLUT4-myc se lavaron dos veces con PBS 1X
(0,137 M NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 mM KH2PO4) y se incubaron
por 3 horas en medio a-MEM sin suero. A continuaciéon se estimularon las
células con insulina 100 nM por 20 min. Posteriormente, los miotubos se
lavaron dos veces con tampoén HEPES (140 mM NaCl, 20 mM Hepes-Na, 5 mM
KCI, 2,5 mM MgSOs4, 1,0 mM CacClz) a temperatura ambiente. Después de este
paso, se incubo6 por 5 min la solucion de citocalasina B (10 uM 2-DG, 1,0 pCi/ml
3H-2DG y 10 uM de citocalasina B) y la solucién de transporte (10 uM 2-DG y
1.0 pCi/ml 3H-2DG). Ambas soluciones se prepararon en tampon HEPES. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, se agregé inmediatamente la solucion
de término (0,95 % p/v NaCl y 20 mM de glucosa) a 4 °C. Se lavaron dos veces
las células con la solucién de término, aspirandose exhaustivamente la solucion
después del ultimo lavado. Después, se congelaron las células a -20 °C por
20 min. Por altimo, las células se lisaron con 500 L NaOH 1N, por pocillo. Una
fraccion equivalente a 350 pL de lisado total fue utilizado para medir la muestra
en el contador de centelleo (350 pL de muestra + 2 mL de liquido de centelleo)
y el volumen restante, se destin0 a la medicibn de la concentracion de

proteinas.
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5.4. Deteccion densitométrica de GLUT4-myc en superficie

El ensayo denominado deteccién densitométrica de GLUT4-myc en
superficie, de de aqui en adelante se denominard OPD, nombre del reactivo
que da origen al cromégeno usado en este ensayo. Esta prueba se desarrollo
en placas de cultivo de 24 pocillos. Primero, miotubos L6-GLUT4-myc se
lavaron dos veces con PBS 1x y se incubaron por 3 horas en medio a-MEM sin
suero. A continuacion se estimularon las células con insulina 100 nM por
20 min. Posteriormente, se colocé la placa de cultivo sobre hielo y se lavaron
las células tres veces con PBS 1x. Se fijaron las células con 500 uL por pocillo
de paraformaldehido 4% por 10 min. Rapidamente, se aspird este reactivo y se
procedié a lavar las células con glicina 100 mM, para después incubarlas por
10 min en esta solucién. A continuacion, se bloque6 con BSA 5% por 15 min a
temperatura ambiente. Se aspir6 la solucién de bloqueo y se incubé con 250 pL
por pocillo de anticuerpo primario anti-myc (1:400) por 1 h y con 250 pyL de
solucion de bloqueo a los controles no marcados (sin anticuerpo primario),
sobre hielo. Posteriormente, se retird el anticuerpo primario anti-myc, y se lavo
seis veces con PBS 1x. Nuevamente, se bloqueé con BSA 5% por 15 min a
temperatura ambiente. Se aspiré la solucion de bloqueo, y se incub6 con
250 yL de anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano
(1: 750) por 1 h, sobre hielo. Se retird el anticuerpo secundario y se lavo seis

veces con PBS 1x.
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Para detectar la cantidad de anticuerpo unido al transportador
GLUT4-myc en superficie, se preparé una solucion de ensayo de OPD que

contiene:

- Una tableta de 20 mg de OPD (O-fenilenediamina)
- 20 pL de H202 30%
- 50 mL de tampédn fosfato-citrato (25,7 mL de Na2HPO4 0,02M, 24,3 mL

de &cido citrico 0,1M y 50 mL de H20) ajustado a pH 5,0.

Se aspiré el volumen de PBS 1X remanente, y se agrego rapidamente
500 pL por pocillo de solucion de ensayo de OPD. Se esperé de 5 a 20 min
hasta la aparicion de color amarillo-anaranjado. Al momento de percibir el color,
se detuvo la reaccion cromogénica con 125 pL por pocillo de HCI 3N. Se
transfirio 200 yL de cada pocillo a una placa de 96 pocillos, se leyd la
absorbancia a 492 nm. Se determiné la cantidad de GLUT4-myc en superficie

para cada condicidén estimulada, de la siguiente manera:

Abs (condicion estimulada) — Abs (control no marcado)

GLUT4-myc en superficie =
Abs (condicion control) — Abs (control no marcado)
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5.5. Obtencidon de extractos proteicos

Luego del tiempo de estimulo dado, se lavaron las células tres veces con
PBS 1X (0,137 M NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Naz2HPO4, 1,8 mM KH2PO4). Sobre
hielo, se lisaron las células con 100 pyL de tampdn de lisis (10 mM Tris-HCI pH
7.2, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 1% deoxicolato, 5 mM EDTA)
suplementado con 20 mM NaF, 1 mM pirofosfato de Na, 1 mM NaVOg4, y 1 mM
PMSF, 1 pg/mL leupeptina, 1 yg/mL aprotinina. Se centrifugé el lisado obtenido
a 12.000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido se uso6
posteriormente para cuantificar proteinas y realizar el ensayo de Western blot.

La cuantificacion de proteinas se llevé a cabo mediante el método de
Lowry. Se ocupd una alicuota correspondiente a 5 pL al lisado obtenido en la
extraccion de proteinas totales y llevd a 400 pyL con agua nanopura. A
continuacion, se agregaron 400 pL del reactivo A, compuesto de cuatro partes
iguales de: CTC (CuSOa4 0,1%, &cido tartarico 0,2%, NaCOs 10%), NaOH 0,8N,
SDS 10% y H20. Se agit6é y se dejé reposar la solucion por 10 min, a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron 200 pL
reactivo B (Folin-Ciocalteu’s y H20 en la proporcién 1:5). Se agit6 la solucion y
se incubd a 40 °C, por 30 min. Concluido este tiempo, se midio la absorbancia
de la solucibn a 750 nm. La curva de calibracibn se realiz0 usando

concentraciones crecientes de BSA.
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5.6. Western blot

El lisado celular, correspondiente a la extraccion de proteinas totales, se
cuantifico por el método de Lowry. Posteriormente, se cargaron entre 30 y
40 ug de proteinas, las que fueron separadas por SDS-PAGE al 10% a voltaje
constante (100 V) por 2,5 h. Posteriormente, fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa o PVDF, segun corresponda. La transferencia se
realizd por 90 min a amperaje constante (400 mA). Las membranas se
bloquearon con solucién de bloqueo, correspondiente a leche descremada al
5% en TBS-tween20 0,1%, por 1 h a T° ambiente. Los anticuerpos primarios se
diluyeron en solucién de blogueo (1:1000) y las membranas se incubaron con
anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas tres veces por 10 min en TBST e incubadas con
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano (1:5.000) por 1 h a
temperatura ambiente. Luego las membranas se lavaron tres veces por 10 min
y las bandas de proteinas se detectaron usando solucion de ECL, exponiendo
las membranas a un film Kodak por 1 a 10 min. Los films se escanearon y

cuantificaron por densitometria.
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5.7. Inmunofluorescencia Indirecta

Se detectaron proteinas de interés mediante inmunofluorescencia
indirecta, en placas de cultivo de 12 pocillos con cubreobjetos de 0,18 mm de
diametro. Para ello, miotubos L6-GLUT4.-myc se lavaron dos veces con PBS 1x
y posteriormente se privaron de suero por 3 h en medio a-MEM. Transcurrido
este tiempo, las células se estimularon con insulina 100 nM, por 20 min. A
continuacion, y sobre hielo, se lavaron las células tres veces PBS 1X frio y se
fijaron con paraformaldehido 4% por 20 min. Se lavé dos veces con PBS 1X frio
y se incubd con glicina 100 mM por 10 min. Se lavaron las células una vez con
PBS 1X frio y se permeabilizé con tritbn X100 0,1% por 20 min. Nuevamente,
se lavo dos veces con PBS 1X frio. Se bloqued6 con solucion de bloqueo (BSA
3%) por 20 min. A continuacion se incubo con anticuerpo primario toda la noche
a 4 °C. Concurrido este tiempo, se lavaron las células con PBS 1x frio, al menos
tres veces. A continuacion se incubo6 con el anticuerpo secundario acoplado a
fluoréforo por 1 h. En el caso de ocupar rodamina-faloidina, se realiza en esta
seccion del protocolo. Posteriormente, se lavaron cinco veces las células con
PBS 1x frio y se montaron los cubreobjetos con 10 pyL de DAKO sobre un
portaobjeto. Se dejaron los portaobjetos en total oscuridad, toda la noche. Por
altimo, se almacenaron los portaobjetos a 4°C para ser examinados por

microscopia confocal.
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5.8. Transfeccion de DNA plasmidial

Un dia antes de la transfeccion se mantienen las células en medio de
crecimiento en ausencia de antibiotico. Ademas, las células deben alcanzar
entre un 80% a 90% de confluencia, el dia de la transfeccion. Primero, se diluyo
el DNA a transfectar en OPTI-MEM sin suero, mezclando suavemente.
Después, se mezclé la lipofectamina antes de usar, después se diluyo la
cantidad apropiada en OPTI-MEM y se incubdé por 5 min a temperatura
ambiente. Acabado este tiempo, se combiné el ADN diluido con la lipofectamina
diluida. Se mezclé suavemente y se incub6 por 20 min a temperatura ambiente.
Los complejos formados son estables por 6 h a temperatura ambiente. Se
agrego el volumen total de complejos a cada pocillo de la placa de cultivo. Se
incubaron las células a 37 °C por 4 h y finalmente se cambio a medio a-MEM +
2% de SFB. Se probd la expresion transgénica al cabo de 48 h de la

transfeccion.

5.9. Expresion de resultados y analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como el valor promedio + desviacion
estandar (SEM) de a lo menos tres experimentos desarrollados en forma
independiente. Se realiz6 analisis estadistico de multiple varianza (ANOVA
paramétrico) con un nivel de confianza aceptado inferior al 5% (p < 0,005). El

test de Tuckey se utiliz6 como post-test estadistico.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion de la linea celular L6-GLUT-myc

Con el propésito de estudiar la funcionalidad de la linea L6-GLUT4-myc
en respuesta a la accion de insulina, se evalud la translocacién hacia la
membrana del transportador GLUT4, mediante la técnica de OPD. Miotubos L6-
GLUT4-myc se estimularon con insulina 100 nM por 5, 10, 20 y 30 min. La
Figura (1A) muestra, que existe un aumento significativo de los niveles del
transportador GLUT4-myc en la membrana plasmatica a los 5 min de estimulo
con insulina y posteriormente, a los 20 min de estimulo, se detectan los
mayores niveles del transportador en membrana (1,8 + 0,1 veces sobre el
control). Por otro lado, se determind mediante Western blot la activacion de un
nodo importante en la sefalizacibn de insulina como es la serina/treonina
kinasa Akt. Para ello, miotubos L6-GLUT4-myc y L6-WT se estimularon con
insulina 100 nM por 20 min y a continuacion se midio la fosforilacion de Akt en
el residuo de serina 473, clave para la activacion total de esta proteina.
Conjuntamente, se incubd con Akti 10 uM (inhibidor de Akt), 30 min antes del
estimulo de insulina. Se obtuvo como resultado que tanto para la linea WT y
GLUT4-myc, existe una activacion de Akt/PKB, en respuesta al estimulo de
insulina de 20 min, la cual es inhibida por Akti (Figura 1B). Ademas la activacion
de esta proteina no se ve afectada en mayor medida por la expresion estable

del epitope myc en el transportador GLUTA4.
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Figura 1. Efectos de insulina sobre el transportador GLUT4-myc

(A) Translocacién del transportador GLUT4-myc a membrana en respuesta a insulina (Ins). El
mayor efecto en la translocacion del transportador GLUT4-myc se produjo a los 20 min de
estimulo con insulina. (B) Efecto de Ins en la activacion la proteina Akt. Se observa activacién
de la proteina Akt en miotubos L6-WT y L6-GLUT4-myc, ademas este efecto es independiente
de la expresion estable del epitope myc en el transportador de glucosa GLUT4. Los resultados
representan el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos independientes. **p < 0,01,
***n < 0,001 relativo a la condicién control.
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6.2. Participacion del calcio extracelular e intracelular en la
captacion inducida por insulina

Se conoce ampliamente que una de las acciones principales de insulina
es aumentar la incorporacion de glucosa a las células, regulando de forma
eficaz la glicemia. En esta parte del trabajo, se evalud la participacion del calcio
extracelular e intracelular en el transporte de glucosa inducido por insulina. Para
determinar la contribucion del calcio del medio extracelular, se realizaron
experimentos de captura de 3H-2DG en presencia de EGTA, un quelante calcio
no permeable a la membrana celular que posee una mayor afinidad para el ién
calcio (Ca 2*) que para otros cationes divalentes como el ibn magnesio (Mg 2*).
Se estimularon miotubos L6-GLUT4-myc con insulina 100 nM por 20 min, en
ausencia y presencia de EGTA 3mM y posteriormente se llevo a cabo el
procedimiento de captura de 3H-2DG descrito en la secciéon Materiales y
Métodos. Se obtuvo como resultado una diferencia de 2,1 + 0,3 veces sobre el
control, para la condicidbn estimulada con insulina en presencia de calcio
extracelular y 2,2 + 0,3 veces para la condicion estimulada con insulina en
ausencia de calcio extracelular. No existen diferencias significativas entre las
condiciones estimuladas con insulina, ya sea en presencia o ausencia del

quelante de calcio extracelular EGTA (Figura 2).
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Por otra parte, el transporte de glucosa en las dos condiciones, se redujo
drasticamente por Citocalasina B (Figura 2). Este agente quimico, derivado del
hongo Helminthosporum dematoideum, inhibe inespecificamente la captura de
glucosa [34]. Esta disminucibn da cuenta de la participacion de los
transportadores de la familia GLUT en el proceso de incorporacion de glucosa,
en condiciones basales y en respuesta a insulina, en las células L6-GLUT4-

myc.
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Figura 2. Participacion del calcio extracelular en la incorporacion de
glucosa inducida por insulina

Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min y se procedio a realizar una
captura de 2H-2DG. No existe una diferencia significativa entre ambas condiciones estimuladas
con insulina. También se obtiene que la incorporacién de glucosa es fuertemente inhibida por
Citocalasina B (Cit B) en todas las condiciones experimentales. Los resultados representan el
promedio + desviacién estandar de 3 experimentos independientes. ***p < 0,001 relativo a la
condicion control, Tp < 0,001 relativo la condicién estimulada con insulina.
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Al determinar que el calcio extracelular no participa en el transporte de
glucosa inducido por insulina, se evalué la contribucion del calcio intracelular en
este proceso. Para ello, se realizaron experimentos de captura de *H-2DG, en
presencia y ausencia de calcio extracelular. Conjuntamente, se utilizO un
quelante de calcio intracelular llamado BAPTA-AM. Se estimularon miotubos
L6-GLUT4-myc con insulina 100 nM por 20 min. BAPTA-AM 50 pM se incubd
por 30 min antes del estimulo de insulina y se mantuvo durante el estimulo.

En la Figura 3A se observa una diferencia de 1,8 + 0,2 veces frente al
control para la condicion estimulada con insulina en presencia de calcio
extracelular y de 1,9 + 0,2 veces para la condicion estimulada con insulina en
ausencia de calcio extracelular. Ademas, se observa una caida significativa en
la incorporacion de glucosa en las condiciones estimuladas con insulina en
presencia de BAPTA-AM 50 uM. Sin embargo se puede apreciar que la captura
de glucosa basal en ambas condiciones también se ve disminuida por
BAPTA-AM 50 uM. A causa de esto, se decidié probar BAPTA-AM a una
concentracion menor (30 pM), en idénticas condiciones experimentales. Se
obtuvo como resultado, una diferencia de 2,2 + 0,2 veces sobre el control para
la condicion estimulada con insulina en presencia de calcio extracelular y
2,2 + 0,1 veces de diferencia sobre el control para la condicion estimulada con
insulina en ausencia de calcio extracelular. Ademas, se puede apreciar una
disminucion parcial, pero significativa, en las condiciones estimuladas con

insulina en presencia de BAPTA-AM 30 uM (Figura 3B).
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Se desprende de estos resultados que la accion del quelante de calcio
BAPTA-AM es dependiente de la concentracion, ya que a una concentracion de
30 pM se obtiene una caida parcial de transporte de glucosa inducido por
insulina sin afectar el transporte en condiciones basales; y a una concentracion
de 50 yM se obtiene una drastica caida de la incorporacion de glucosa inducida

por insulina, pero disminuye también la captura basal.
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Figura 3. Participacion del calcio intracelular en la incorporacion de
glucosa inducida por insulina

Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia del quelante
de calcio intracelular BAPTA-AM (Bp). (A) Se observa que Bp 50 uM reduce totalmente la
captacion de glucosa inducida por insulina, pero afecta de manera significativa el transporte de
glucosa en la condicién basal. (B) Se puede apreciar que Bp 30 uM reduce parcialmente la
incorporacion de glucosa inducida por insulina, sin afectar el transporte de glucosa basal. Los
resultados representan el promedio + SEM de 3 experimentos independientes.
***p < 0,001, *p < 0,01 relativo a la condicién control, T'p < 0,01 relativo a la condicién
estimulada con insulina.
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6.3. Participacion del calcio intracelular en la translocacion del
transportador inducida por insulina

Debido a que anteriormente se determind la participacion del calcio
intracelular en la captura de glucosa, nace la interrogante si este calcio en
particular participa en el proceso de translocacion del transportador GLUT4
hacia la membrana o modifica la actividad del transportador, modulando su
capacidad para incorporar glucosa. La translocacién del transportador
GLUT4-myc en respuesta a insulina 100 nM, se evalué mediante la técnica de
OPD, en condiciones experimentales en presencia y ausencia de calcio
extracelular. Conjuntamente se utilizd el quelante de calcio intracelular
BAPTA-AM, a una concentracion de 50 uM. Se obtuvo como resultado para la
condicion estimulada con insulina en presencia de calcio extracelular una
diferencia de 2,2 + 0,4 veces sobre el control y una diferencia de 2,2 + 0,3
veces sobre el control para la condicion estimulada con insulina en ausencia de
calcio extracelular (Figura 4A). Por otra parte, el uso del quelante de calcio
intracelular BAPTA-AM (50 uM), reduce totalmente la translocacion del
transportador GLUT4-myc inducida por insulina, ya que la translocaciéon del
transportador de glucosa disminuy6 a niveles cercanos al basal, en ambas
condiciones experimentales (presencia y ausencia de calcio extracelular

(Figura 4A).
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Asimismo, se evalud el efecto de la expresion transgénica de la proteina
tampon de calcio parvalbumina, en la translocacion del transportador
GLUT4-myc. Esta proteina une calcio en condiciones normales pero no genera
sefal transduccional en respuesta a calcio, en contraste con la proteina
calmodulina. Mioblastos L6-GLUT4-myc se transfectaron con plasmidios que
expresan proteinas PV-NES-DsRed y DsRed de acuerdo al protocolo descrito
en Materiales y Métodos. PV-NES-DsRed corresponde a la secuencia que
codifica para la proteina parvalbumina con destinacion citoplasméatica. Ademas
estda unida a una proteina fluorescente roja como es DsRed, lo que permite
identificar aquellas células transfectadas y determinar su localizacion. La
eficiencia de tranfeccion fue del 60%. Ademas, la localizacion de la proteina PV-
NES-DsRed y DsRed era preferencialmente citoplasmatica (Figura 4B).
Después de 48 h de la transfeccion, mioblastos L6-GLUT4-myc se estimularon
con insulina 100 nM y se realiz6 el experimento de OPD para evaluar la
translocacion a la membrana del transportador de glucosa GLUT4-myc. Se
obtuvo como resultado una caida significativa en la translocacion en los
mioblastos estimulados con insulina que expresaban la proteina PV-NES-
DsRed con respecto a mioblastos que expresaban solo la proteina fluorescente

DsRed (Figura 4C).
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Figura 4. Participacion del calcio intracelular en la translocacion del
transportador GLUT4-myc inducida por insulina

(A) Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia del
guelante de calcio intracelular BAPTA-AM (Bp 50 uM) y se realiz6 el experimento de OPD. Se
observa que Bp 50 uM reduce totalmente la translocacion del transportador GLUT4-myc,
inducida por insulina. (B) Mioblastos L6-GLUT4-myc trasnfectados con los plasmidios DsRed y
PV-NES-DsRed. Se observa que la distribucion de las proteinas transfectadas es
preferencialmente citoplasméatica. (C) Mioblastos L6-GLUT4-myc transfectados con las
proteinas DsRed y PV-NES-DsRed se estimularon con Ins 100 nM y se procedi6 a realizar el
experimento de OPD. Se observa una caida en la translocacion del transportador GLUT4-myc
en los mioblastos que expresan la proteina PV-NES-DsRed. Los resultados representan el
promedio + SEM de 3 experimentos independientes. ***p < 0,001, **p < 0,01 relativo a la
condicion control, ™p < 0,001 relativo a la condicién estimulada con insulina.
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Por altimo, se evalud descriptivamente mediante inmunofluorescencia indirecta,
la translocacion del transportador GLUT4-myc en respuesta a insulina en
células unicas. La Figura 5A muestra un claro aumento en la fluorescencia
asociado a la mayor cantidad del transportador en membrana, por accién de
insulina. El quelante de calcio intracelular BAPTA-AM a una concentracion de
50 uM, reduce la fluorescencia a los niveles basales. Ademads, insulina
promueve la reorganizacion de la actina a nivel de la membrana, efecto descrito
en la literatura como necesario para la translocacion del transportador GLUT4 a
la superficie celular. Interesantemente, esta reorganizacion de la actina inducida
por insulina, también es inhibida por BAPTA-AM 50 uM, lo que da cuenta de la
participacion del calcio intracelular en este proceso. La figura 5B, muestra una
cuantificacion del perfil de las variaciones de fluorescencia, asociadas a los
cambios en el citoesqueleto de actina. A partir del borde de la célula, se trazo
una linea de 150 pixeles, que recorre las fibras de actina perpendicularmente.
Posteriormente, se analizaron las variaciones de la fluorescencia que describe
la linea trazada. En el estado basal, se describe un patron caracteristico de la
organizacion de las fibras de actina, que se compone de sucesivos aumentos y
disminuciones de la fluorescencia, a medida que se recorre la célula desde la
membrana. En contraste, Insulina promueve la reorganizacién de la actina a
nivel de la membrana, ya que su perfil de variacion es significativamente distinto
al descrito en el estado basal. Se describe como un aumento de la
fluorescencia sin oscilaciones muy definidas. Insulina, en presencia de BAPTA-

AM, presenta un patron similar al expuesto en el estado basal.
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Figura 5. Participacion del calcio intracelular en la translocacion del
tranportador GLUT4-myc y remodelamiento de actina inducido por
insulina

(A) Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia de
BAPTA-AM (Bp 50 pM). Insulina aumenta la fluorescencia significativamente con respecto al
basal, dado que incrementa en nimero de transportadores GLUT4 en superficie (verde), efecto
gue es disminuido por Bp 50 yM. Ademas, se puede apreciar que Ins 100 nM promueve la
reorganizacion de la actina (rojo), evento necesario para la translocacion del GLUT4. El
guelante BAPTA-AM también atenla este proceso. El recuadro blanco representa la zona que
fue aumentada. La linea blanca trazada en la Ultima fila de imagenes simboliza cémo se analizé
la célula para obtener un perfil. (B) Perfil de variaciones de la fluorescencia asociado a los
cambios de la actina cortical. La barra blanca representa 50 uM.
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6.4. Participacion del calcio extracelular e intracelular en la
activacion de Akt dependiente de insulina

Se establecio en los puntos anteriores que el calcio intracelular participa
en la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 vy, por consiguiente, en
el transporte de glucosa en respuesta a insulina. Por tanto, queda la
interrogante si el calcio intracelular participa en la activacion de Akt, nodo
importante en la sefalizacidon de insulina y descrito en participar en la sefal
necesaria para llevar a cabo el transporte de glucosa. Para ello, se estimularon
miotubos L6-GLUT4-myc con insulina 100 nM por 20 min. Se determiné la
fosforilacion de las proteinas involucradas en las cascada de sefializacion de
insulina, IR, Akt y ERK 1/2, en condiciones de presencia y ausencia de calcio
extracelular. Ademas se utilizé el quelante de calcio, BAPTA-AM a una
concentracion de 50 uM, con el fin de determinar la participacién del calcio
intracelular en la activacion de IR, Akt y ERK 1/2. Se obtuvo como resultado que
no existen diferencias en las fosforilacion del IR en presencia y ausencia de
calcio extracelular. Ademas, el uso del quelante de calcio intracelular
BAPTA-AM no disminuye la fosforilacion de IR (Figura 6B). Con respecto a la
proteina kinasa Akt, la presencia del quelante de calcio intracelular
BAPTA-AM 50 uM, disminuye drasticamente su fosforilacion en el residuo
serina 473, clave para la activacion de esta kinasa en respuesta a insulina

(Figura 6B).
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Por otro lado, la ausencia de calcio intracelular no afecta significativamente a
las kinasas ERK 1/2, otras proteinas relacionadas con la cascada de insulina
pero que ejercen un control sobre el crecimiento y diferenciacion celular
(Figura 6B). Especificamente, la proteina ERK1 (p44 MAPK) aparentemente se
activa bajo la accion del calcio extracelular, ya que existe una tendencia a la
disminucion en la fosforilacidon de la proteina en presencia del quelante de
calcio extracelular, EGTA. En cambio, la fosforilacion de la proteina ERK2
(p42 MAPK) no se afectd significativamente por la ausencia del calcio

extracelular o intracelular.
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Figura 6. Participacion del calcio extracelular e intracelular en Ila

activacion de IR, Akt y ERK 1/2 dependiente de insulina

Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia del quelante
de calcio intracelular BAPTA-AM (Bp 50 uM). Posteriormente, se midio la fosforilacion de IR,
AKt y ERK 1/2. Se obtiene que el uso de Bp 50 uM no altera los niveles de fosforilacién de IR y
afecta diferencialmente a las kinasas ERK 1/2. Especialmente, la ausencia de calcio intracelular
afecta drasticamente la fosforilacion de Akt en ser473, en respuesta a insulina. Los resultados
representan el promedio + SEM de al menos 3 experimentos independientes. ***p < 0,001,
relativo a la condicién control, Tfp < 0,001, Tp < 0,05, relativo a la condicién estimulada con
insulina, &p< 0,05, relativo a la condicion en presencia de calcio extracelular.



6.5. Deteccion subcelular de IP3:R y RyR en células musculares
esqueléticas L6-GLUT4-myc

En los experimentos anteriores, se demostré que el calcio intracelular
participa en una serie de procesos involucrados en la accion de insulina. Por lo
tanto, es importante determinar que reservorio especifico de calcio es el
encargado de gobernar estas acciones. Con el objetivo de responder esta
interrogante, se realizé una inmunofluorescencia en miotubos L6-GLUT4-myc
permeabilizados para detectar IPsR y RyR, principales controladores de la
liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmico, principal almacén de calcio
en la célula. Este experimento se realiz6 con el fin de demostrar si estas
proteinas estaban presentes en la linea L6-GLUT4-myc, especificamente en el
estadio celular de miotubo maduro. Se muestran en la figura 7, las diferentes
distribuciones de las isoformas de IP3R. Especificamente, la distribucion de la
isoforma IP3R1 es preferentemente nuclear, debido a la alta superposicién que
existe con la zona marcada con el colorante fluorescente Hoechst, el cual se
une con gran afinidad al DNA. IPsR1 también se distribuye en el citoplasma
pero en menor proporcioén con respecto al ndcleo. En contraste, IP3R2 posee
una alta localizacion citoplasmatica. La isoforma IP3R3 posee una disposiciéon
predominantemente nuclear, aungque su patron de distribucién es diferente al de
IP3R1. Por otro lado, respecto a las isoformas del RyR, sélo se detectd RyR1, la
cual se localiza ampliamente en el citoplasma. Cabe resaltar, que estan
proteinas aparecen durante el proceso de diferenciaciébn, ya que no se

encontraron isoformas de IP3R ni de RyR en mioblastos L6-GLUT4-myc.
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Figura 7. Presencia de IP3R y RyR en miotubos L6-GLUT4-myc

La presencia IPsR y RyR (verde) en miotubos L6-GLUT4-myc se detectd mediante
inmunofluorescencia indirecta. La isoforma de IP3R1 se distribuye principalmente en el ndcleo
(azul). En el citoplasma se ubica preferentemente la isoforma IPsR2. La ubicacion de IPsR3
también es nuclear, pero su patrén distribucion es diferente a IPsR1. Con respecto a RyR, la
isoforma encontrada es RyR1, cuya distribucion es sustancialmente citoplasmatica. La barra
blanca representa 50 uM.
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6.6. Participacion de IP3R y RyR en fosforilacion de Akt inducida
por insulina

Se determind anteriormente la existencia de IPsR y RyR en miotubos L6-
GLUT4-myc, principales receptores/canales de Ca?* involucrados en la
liberacion de este segundo mensajero desde reservorios especificos en el
reticulo sarcoplasmico. Por lo tanto, resta por comprobar si la liberacion de
calcio a través de estas proteinas esta involucrada en la accion de insulina,
especificamente en la fosforilacion de Akt. Para ello, miotubos L6-GLUT4-myc,
se estimularon con insulina 100 nM, en presencia de un bloqueador especifico
de IP3R, como es xestospongina B y Ryanodina, a concentraciones inhibitorias,
las cuales bloquean el RyR. Tanto, xestonpongina B 20 yM como Ryanodina
50 uM, se preincubaron por 1 h antes del estimulo de insulina, y se mantuvieron
en el medio mientras el estimulo se llevaba a cabo. Posteriormente, la
fosforilacion de las proteinas IR, Akt y ERK1/2 se determiné mediante Western
blot. La Figura 8 confirmo que la fosforilacién de IR dependiente insulina no es
afectada por una disminucion del calcio intracelular. Especificamente, el uso de
Ryanodina y xestospongina B no afectan significativamente la activacion de IR.
En contraste, la fosforilacion de Akt inducida por insulina, disminuyo
significativamente por xestospongina B 20 uM. ryanodina 50 yM, no tuvo efecto
sobre la fosforilacion en el residuo ser473 de Akt. Por otro lado, el uso de estos
antagonistas especificos, no afectd significativamente la fosforilacion de las

proteinas ERK 1/2.
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Figura 8. Participacion de IPsR y RyR en la activacion de IR, Akt y ERK 1/2
inducida por insulina

Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia de
Xestospongina B (Xe B) 20 pyM y Ryanodina (Ry) 50 pM. Posteriormente, se midio la
fosforilacion de IR, AKt y ERK 1/2. Xe B disminuye significativamente la fosforilacion de Akt en
el residuo ser473. Ry 50 M no tiene ningun efecto significativo sobre la activacion de IR, Akt y
ERK 1/2. Los resultados representan el promedio + SEM de 3 experimentos independientes.
**n < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05, relativo a la condicién control, Tp < 0,001, relativo a la
condicion estimulada con insulina.
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6.7. Participacion de reservorios especificos de calcio en la
translocacion del transportador GLUT4 inducida por insulina

Anteriormente, se demostro que el calcio intracelular participa activamente en la
translocacion del transportador de glucosa GLUT4 hacia membrana celular. Sin
embargo, queda por describir si los reservorios de calcio, dependientes tanto de
IPsR como de RyR, participan en este proceso. Ademas, se debe comprobar si
la disminucion parcial, pero significativa, inducida por xestospongina B, sobre la
fosforilacion de Akt, afecta la translocacion del GLUT4. Para determinar esta
posibilidad, se examind la translocacion del transportador GLUT4-myc,
mediante la técnica de OPD. Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con
insulina 100 nM, en presencia de xestonpongina B 20 uM y ryanodina 50 uM.

Estos bloqueadores especificos de IPsR y RyR, se incubaron 1 h antes del
estimulo y permanecieron en el medio a-MEM durante el estimulo. Se consigui6
como resultado para la condicion estimulada con insulina una diferencia de
2,2 + 0,2 veces sobre el control. Para la condicion estimulada con insulina en
presencia de Ryanodina, se obtuvo una disminucién leve sobre la translocacion,
con una diferencia de 1,7 + 0,3 veces sobre el control (Figura 9A). El uso del
bloqueador especifico de IPsR, xestospongina B, también disminuye la
translocacion del transportador GLUT4-myc, con una diferencia de
1,6 +0,1 veces sobre el control. La accibn conjunta de ryanodina vy
xestospongina B no provocé mayor diferencia sobre la condicion solamente

estimulada con xestospongina B (1,6 + 0,2 veces sobre el control).
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Por otra parte, se estudio el uso de inhibidor de la proteina PLC, U-73122
y el inhibidor de la proteina PI3K, LY-294002. Miotubos L6-GLUT4-myc, se
estimularon con insulina 100 nM y se realiz6 el experimento de OPD. Los
inhibidores, U-73122 10 uM y LY-294002 50 yM se incubaron por 30 min antes
del estimulo de insulina y se mantuvieron en el medio mientras el estimulo se
llevo a cabo. La Figura 9B muestra una disminucion significativa en la
translocacion del transportador GLUT4-myc inducida por insulina, cuando se
us6 U-73122. Se obtuvo una diferencia de 2,2 + 0,2 veces sobre el control, para
la condicion estimulada con insulina, en contraste con la condicion que se
incub6 con U-73122, en la cual se obtuvo una diferencia de 1,8 + 0,1 veces
sobre el control. Ademas, el inhibidor de PI3K disminuyo totalmente Ila
translocacion a los niveles basales, se obtuvo una diferencia de 1,2 + 0,2 veces

sobre el control.
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Figura 9. Participacion de reservorios especificos de calcio en la
translocacion del transportador GLUT4-myc inducida por insulina

(A) Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia de
Xestospongina B (Xe B 20 uM) y de Ryanodina (Ry 50 uM), y se procedié a realizar el
experimento de OPD. Se observa que Xe B reduce significativamente la translocacion del
transportador GLUT4-myc, inducida por insulina. Ademéas, Ry disminuye levemente la
translocacion del transportador GLUT4-myc. (B) Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con
Ins 100 nM por 20 min en presencia de U-73122 10 uM y LY-294002 50 uM. U-73122, inhibidor
de PLC, disminuye significativamente la translocacion hacia la membrana del transportador
GLUT4-myc Los resultados representan el promedio + SEM de 3 experimentos independientes.
**n < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05, relativo a la condicién control, T'p < 0,001, 'p < 0,01, Tp <
0,05 relativo a la condicidn estimulada con insulina.
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También se estudid el efecto del bloqueo del receptor de IP3, en la
translocacion del transportador GLUT4-myc en células Unicas, mediante
inmunofluorescencia indirecta. Para ello, las células L6-GLUT4-myc se
estimularon con insulina 100 nM en presencia de xestospongina B 20 uM. El
bloqueo especifico de IPsR, disminuyo la translocacion del GLUT4-myc,
inducida por insulina (Figura 10A). Ademas, se pud apreciar que la
reorganizacion de la actina inducida por insulina, es atenuada por el tratamiento
de las células con xestospongina B. La Figura 10B muestra la cuantificacion del
perfil de las variaciones de fluorescencia, asociadas a la reorganizacion en el
citoesqueleto de actina. Insulina, en presencia de xestospongina B present6 un
patrén de oscilaciones similar al mostrado en el estado basal, sin embargo los

aumentos de la fluorescencia tienden a ser mayores.
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Figura 10. Participacion de IPsR en la translocacion del transportador
GLUT4-myc y remodelamiento de actina dependiente de insulina

(A) Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins100 nM por 20 min en presencia de
Xestospongina B (Xe B 20 uM). Se observa que el uso de Xe B reduce sustancialmente el
aumento de transportadores en superficie inducido por insulina. Ademas, la reorganizacioén de la
actina es atenuada por el bloqueo de IPsR. El recuadro blanco representa la zona que fue
aumentada. La linea blanca trazada en la ultima fila de imagenes simboliza como se analiz6 la
célula para obtener un perfil. (B) Perfil de variaciones de la fluorescencia asociado a los
cambios de la actina cortical. La barra blanca representa 50 uM.
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6.8. Participacion de reservorios especificos de calcio
dependiente de IP3R y RyR en la captacion de glucosa inducida
por insulina

Por dltimo, se determiné la participacion de IPsR y RyR en la
incorporacion de glucosa inducida por insulina, una prueba funcional de que la
liberacion de calcio a través de estos receptores/canales participa en este
proceso importante para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa.
Ademas, se puede establecer con claridad una relacién que involucra el
bloqueo de IP3R, el cual disminuiria significativamente la fosforilacion de Akt,
afectando consecuentemente la translocacion del transportador GLUT4 hacia la
membrana. Queda, por demostrar entonces, si una caida en el transporte de
glucosa es la consecuencia final del blogueo especifico de IP3R. Para
demostrar lo anterior, miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con insulina
100 nM. xestospongina B 20 uyM y ryanodina 50 pM se incubaron 1 h antes del
estimulo de insulina y permanecieron en el medio hasta que el estimulo se llevo
a cabo. La Figura 11A muestra un aumento en la captura de glucosa de
2,2+ 0,1 veces sobre el control, para la condicion estimulada con insulina.
Ademas se puede apreciar que ryanodina 50 pM disminuyd parcialmente la
incorporacion de glucosa mediada por insulina. Especificamente se obtuvo una
diferencia de 1,9 + 0,1 veces sobre el control. El bloqueo de IP3R, ejercido por
xestospongina B disminuy0 significativamente la captura de glucosa, dando una
diferencia de 1,6 £ 0,1 veces sobre el control. El uso de ryanodina con
xestospongina B no provocdé mayor diferencia que incubar solamente

xestospongina B (Figura 11A).



Teniendo en cuenta los ultimos resultados, se evaluo6 el efecto de inhibir
la produccion de IP3, mediante la inhibicion de PLC, en la incorporacion de
glucosa inducida por insulina. Para ello, miotubos L6-GLUT4-myc, se trataron
con insulina 100 nM y se realizé el experimento de Captura de glucosa. Los
inhibidores, U-73122 10 yM y LY-294002 50 uM se incubaron 30 min antes del
estimulo de insulina y se mantuvieron en el medio a-MEM, mientras el estimulo
se llevo a cabo. Se obtuvo como resultado, que insulina promueve un aumento
de 2,2 + 0,1 veces sobre el control, en la captura de glucosa.

El inhibidor de PLC U-73122 disminuyé significativamente la
incorporacion de glucosa inducida por insulina. Se obtuvo una diferencia de
1,7 veces sobre el control para este compuesto. Ademas, el inhibidor de PI3K,
LY-294002 disminuyo totalmente la captacion de glucosa inducida por insulina,

con una diferencia de 1,0 + 0,2 veces sobre el control.
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Figura 11. Participacion de IPsR y RyR en la incorporacion de glucosa
inducida por insulina

(A) Miotubos L6-GLUT4-myc se estimularon con Ins 100 nM por 20 min en presencia de
Xestospongina B (Xe B 20 pM) y de Ryanodina (Ry 50 uM). Se observa que Xe B reduce
significativamente la captacion de glucosa inducida por insulina. Ademas, Ry disminuye
levemente este parametro. (B) Miotubos L6-GLUT4-myc se trataron con Ins100 nM por 20 min
en presencia de U-73122 10 yM y LY-294002 50 pM. U-73122, inhibidor de PLC, disminuye
significativamente la captacion de glucosa inducida por insulina. Los resultados representan el
promedio £+ SEM de 3 experimentos independientes. ***p < 0,001, **p < 0,01, relativo a la

condicion control, Tfp < 0,001, ™p < 0,01, p < 0,05 relativo a la condiciéon estimulada con
insulina.
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7. DISCUSION

7.1. Participacion del calcio en el transporte de glucosa
dependiente de insulina

El presente trabajo se centr6 en definir la participacion del Ca?*, en el
transporte de glucosa inducido por insulina en células musculares esqueléticas.
Especificamente, se tratd de relacionar con una ruta de sefalizacion vinculada
a la liberacion de calcio desde los reservorios dependientes del receptor de IPs.
Finalmente se comprobd, que la liberaciéon de Ca?* dependiente de IP3 participa
en la activacion de Akt, importante regulador de la translocacion del
transportador GLUT4, por consiguiente, del transporte de glucosa.

En el musculo esquelético se ha tratado de establecer un vinculo entre
insulina y calcio. Los primeros trabajos, en el afio 1976, describian un nexo en
la accion de insulina y cambios en las concentraciones de Ca?* [35].
Posteriormente, otro grupo de investigacion determind que insulina aumenta los
niveles de Ca?* especificamente, cerca de la membrana celular, mediante el
uso de la sonda fluorescente sensible a calcio, FIP18, que tiene la particularidad
de ser altamente lipofilica [36]. Mas adelante, se tratd de vincular el aumento de
calcio intracelular con la incorporacién de glucosa mediada por insulina en
fibras FDB. Se demostrd que un influjo de calcio participa en la incorporacion de
2-NBDG (un analogo fluorescente de glucosa). Ademas, se determind que
2-APB (un bloqueador inespecifico del IPsR que también actia sobre las
canales de calcio tipo L) disminuye la captacion de este analogo de glucosa en

respuesta a insulina.
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Sin embargo, 2-APB no disminuye la fosforilacion de Akt y ERK 1/2 en
respuesta a insulina. Por lo tanto, este trabajo confiere importancia al Ca?* en
las ultimas etapas de la sefalizacion de insulina, como la translocacion del
transportador GLUT4 [37]. Diversos estudios sobre la asociacion entre insulina
y Ca?*, se han realizado en otros tipos celulares. En adipocitos 3T3-L1, se
demostré que BAPTA-AM, disminuye considerablemente de una manera
concentracion-dependiente, la incorporacion de analogos de glucosa, 2-DG
(2-desoxiglucosa) y  3-O-MG (3-O-metil-D-glucosa). Ademas, BAPTA-AM
también disminuye la translocacion del GLUT4 [38]. Nuestros resultados
confirman en gran parte estas premisas obtenidas en otros modelos. Primero, la
incorporacion de glucosa inducida por insulina es independiente de la
participacion del calcio extracelular, debido que a que EGTA (quelante de calcio
extracelular), no modifica la incorporacion de glucosa a las células. En
contraste, se demostré6 que la ausencia de calcio intracelular, mediante la
incubacion de BAPTA-AM, disminuy6 el transporte de glucosa inducido por

insulina.
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7.2. Participacion del calcio en translocacioén del transportador
de glucosa GLUT4 dependiente de insulina

En este trabajo también se analiz6 la participacion del calcio en la
translocacién del GLUT4, disponiendo de una herramienta eficaz y confiable
como es la técnica de OPD. Nuestros resultados confirman que el calcio
extracelular no participa en la incorporacion de glucosa mediada por insulina, ya
que la translocacioén del transportador GLUT4, proceso clave para la entrada de
glucosa a la célula, tampoco se afecté por ausencia del calcio extracelular.
Ademas, el uso de BAPTA-AM vy la expresion de la proteina tampon de calcio
PV-NES-DsRed, confirman que el calcio intracelular participa en la
translocacion del transportador GLUT4, y por lo tanto, en el transporte de
glucosa inducido por insulina.

Especificamente, el Ca 2* ha sido directamente relacionado como
participante en la translocacion del GLUT4. La proteina sensora de calcio
sinaptotagmina VIl (Syt VII) se ha propuesto como reguladora del trafico del
GLUT4. En adipocitos aislados de ratones Syt VII -/-, existe una disminucion
significativa del transporte de glucosa inducido por insulina, con respecto a los
adipocitos WT. Sin embargo, estos adipocitos Syt VII -/- presentan en el estado
basal altas cantidades de GLUT4 en superficie, donde insulina falla en modular
el trafico del transportador GLUT4 [39]. La participacion del calcio en la
translocacion del GLUT4, y por lo tanto, en el transporte de glucosa, también se

ha vinculado con la proteina CaMKII.
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Se ha postulado que insulina regula la proteina motora Myolc mediante
la fosforilacion dependiente de CaMKII, modulando el trafico del GLUT4
inducido por insulina, involucrando la actividad motora de Myolc [40]. Esta
proteina Myolc también ha sido relacionada con el control de la reorganizacion
del citoesqueleto.

El remodelamiento de la actina se ha asociado a la translocacion del
GLUT4 [41]. Las dinamicas de actina reguladas por proteinas como Arp2/3 y
Cofilin, coordinan la translocacion del transportador GLUT4 a la superficie de la
célula [42]. Especificamente, Cofilin (una proteina esencial en la regulacion de
la dinamica de actina) es inactivado por fosforilacion y reactivado por
desfosforilacion. Se sabe que Cofilin experimenta desfosforilacion en respuesta
a estimulos extracelulares que aumenten el [Ca?*].

Nuestros resultados relacionan la participacion del calcio intracelular en
el remodelamiento de actina. Interesantemente, la reorganizacion de la actina
cortical inducida por insulina, es inhibida por el uso del gquelante de calcio
BAPTA-AM (50 pM), lo que da cuenta de la participacion del calcio intracelular
en este proceso. Diversos trabajos exponen que Cofilin experimenta
defosforilacion mediante un mecanismo que depende de Slingshot (una
proteina fosfatasa) dependiente de calcineurina, una fosfatasa que depende de
Ca?* para su accioén [43], lo que podria establecer el nexo entre el Ca?* y el

remodelamiento de actina inducido por insulina.
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Por otro lado, la localizacion celular del GLUT4 estd altamente
relacionada con el trafico vesicular intracelular. La familia de las GTP-asas
pequefias Rab (Rab4, Rab8, Rab 11), han sido descritas como reguladores
criticos de varias etapas del trafico celular, incluyendo la translocacion del
GLUT4 [44]. Necesariamente para realizar esta accion, las proteinas de la
familia Rab necesitan una modificacién post-traduccional para ser activas, como
es la prenilacion. La expresion en células, de proteinas mutantes Rab4 (las
cuales no pueden ser preniladas), previene la translocacion del GLUT4. Sin
embargo, también se inhibe la activacion se sefales tempranas en la cascada
de sefalizacion de insulina como es la activacion de IRS, PI3K y especialmente,
Akt [45]. Por lo tanto, cabe preguntarse si el calcio intracelular estaria
participando en la prenilaciéon de Rab4, ya que el uso de BAPTA-AM, afecta sin

distincion, la activacion de Akt y la translocacion del transportador GLUTA4.

7.3. Participacion del calcio en la activacion de Akt inducida por
insulina

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se pudo establecer
gue el calcio, ya sea intracelular o extracelular, no afecta la fosforilacion y
consecuente activacion del IR en respuesta a la union de insulina. De manera
importante, el calcio intracelular participa en la activacién de proteina Akt en
respuesta a insulina. El uso del quelante de calcio intracelular BAPTA-AM (50
uM) disminuye drasticamente la fosforilacion del residuo Ser473 de Akt en
respuesta a insulina, afectando posteriormente la translocacion del
transportador GLUT4 y el transporte de glucosa inducido por insulina.
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Cabe resguardar, que esta ausencia de calcio intracelular no altera el
funcionamiento normal de las células, ya que otras proteinas rio abajo del
receptor de insulina, como son ERK 1/2, son activadas normalmente, ademas
presentando un patron de fosforilacion diferente a Akt, dando cuenta de la
accion diferencial y especifica de la ausencia de calcio provocada por el uso de
BAPTA-AM. En resumen, se puede establecer una relacion directa entre la
participacion del calcio intracelular en la activacion de proteina Akt dependiente
de insulina y la translocaciéon del transportador GLUT4 y posterior transporte de
glucosa.

En adipocitos 3T3-L1, se demostro que BAPTA-AM, no disminuye la
fosforilacion de IR, ni tampoco de IRS 1/2, pero si reduce la fosforilacion de Akt
[38]. Mas adelante, se estudié que el uso BAPTA-AM, reduce la fosforilacion en
el residuo Thr308 y también en Ser473, dependientes de insulina. Sin embargo,
la actividad de PDK1 no se alteré por el uso de BAPTA-AM [46], por lo que las
sefales rio arriba de Akt, no se han visto afectadas por la ausencia de calcio
intracelular. Esto da cuenta que el calcio intracelular estaria afectando
directamente la activacion de Akt dependiente de insulina.

Futuros estudios deberian determinar cuales son las sefales especificas
de calcio que estarian participando en la activaciéon de Akt. Se puede postular
que la E3 ligasa TRAF6, la cual ubiquitina a Akt, podria verse afecta por la
disminucién del calcio, ya sea por un mecanismo indirecto 0 un mecanismo

directo donde el Ca?* sea necesario para su funcionamiento.

62



Ademas hay que considerar que recientemente se ha postulado un
nuevo mecanismo de regulacion de Akt, el cual incluye la participacion de la
proteina deacetilasa SIRT1 [47], por lo que nuevas posibilidades se abren para

encontrar mecanismos dependientes de calcio en la regulacion de Akt.

7.4. Participacion de reservorios especificos de calcio
dependientes de IP3R y RyR en la accion de insulina

Nuestro Laboratorio, previamente ha demostrado en cardiomiocitos
neonatos, que insulina aumenta la liberacion de calcio dependiente de IP3R
para regular el transporte de glucosa, a través de la modulacion de Akt [48]. Sin
embargo, en el musculo esquelético, un importante actor en la mantencion de la
homeostasis de la glucosa, no se habian realizado estudios que relacionaran la
participacion de IP3R en la accién de insulina.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la participacion de
IP3R en la activacion de Akt. El blogueo expecifico de IP3R, evidenciado por el
uso de xestospongina B disminuyd significativamente la fosforilacion de la
serina/treonina kinasa Akt en respuesta a insulina. Por otro lado, el bloqueo del
RyR por el alcaloide vegetal Ryanodina no afectd significativamente la
activacion de IR, ni las proteinas rio abajo, como son Akt y ERK 1/2. En el caso
de las proteinas ERK 1/2, la activacion de ERK 1 tiende a disminuir con la
incubacion de xestospongina B, mientras que la fosforilacion de ERK 2 se
mantiene estadisticamente invariable bajo las condiciones experimentales

dadas.
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Ademas, la disminucién de la produccion de IPs, mediante el uso de
U-73122 (inhibidor de PLC) o el bloqueo de IP3R, mediante la incubacion de
Xestospongina B, disminuyeron significativamente la translocacion del
transportador de glucosa GLUT4 en respuesta a insulina. Ademas, se aprecio
mediante inmunofluorescencia que el bloqueo de IP3sR también afecta la
reorganizacion de actina, accibn necesaria para la translocacion del
transportador GLUT4 hacia la membrana. Por otro lado, se obtuvo una leve
disminucion de la translocacion del GLUT4 con el uso de Ryanodina, lo que no
se observo sobre la fosforilacion de Akt. Se obtuvieron resultados similares
evaluando el transporte de glucosa en estas condiciones experimentales.

La participacion de liberacion de calcio dependiente de RyR en la
translocacion y transporte de glucosa dependiente de insulina, no ha sido
reportada anteriormente. En el musculo esquelético, la liberacion de calcio a
través de RyR es causada por una interaccion proteina-proteina con el canal de
calcio tipo L [49].

Sin embargo, ha sido objeto de estudio la liberacién de calcio a partir del
RyR, mediante modificaciones quimicas post-traduccionales en respuesta a
especies reactivas del oxigeno (ROS) como poli-S-nitrosilacion [50].
Especificamente en el musculo esquelético se ha encontrado que la NADPH
oxidasa, una fuente de ROS en la célula, estimula la liberacion de calcio del
RyR, mediante S-glutationilacién [51]. Existen reportes de que insulina
promueve un aumento de calcio mediante IPsR a través de la accién de la

NADPH oxidasa y H202 [52].
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Por lo tanto, en el muasculo esquelético, insulina podria promover la
translocacion del transportador GLUT4 y transporte de glucosa, a traves de la
liberacion de calcio a partir del RyR, mediante la produccion de ROS vy
modificacion quimica de este canal de calcio. Tampoco hay que descartar que
exista liberacion de calcio-inducida por calcio (CICR), desde IP3R hacia el RyR,
lo cual explicaria la participacion del RyR en la translocacion del GLUT4 en
respuesta a insulina.

Nuestros resultados han vinculado fuertemente a IP3R en la accion de
insulina. Dentro de los antecedentes que se manejan, se ha observado en
cardiomiocitos de ratones obesos (ratones ob/ob) que existe una alteracion en
la liberacion de calcio mediada por insulina e IP3, lo que afecta el manejo del
calcio mitocondrial [53]. Se desprende de este trabajo que fisiologicamente
insulina podria promover sus acciones a través de la liberacion de calcio desde
el receptor de IPs. Ademas en patologias como la diabetes mellitus, podria estar
alterado este proceso. Otro punto a rescatar es que una falla en la liberacion de
calcio por IP3R, genera una disfuncion en el manejo del calcio mitocondrial.

El trabajo de Céardenas, C. et al. [54] describe que el traspaso de calcio
desde el reticulo endoplasmico (ER) hacia la mitocondria requiere del IP3R, el
cual es esencial para mantener funcionando correctamente los procesos
bioenergéticos de la célula. Ademas el calcio liberado por la accién de IPs,
participa activamente en el metabolismo mitocondrial, a través de la activacion
de la piruvato deshidrogenasa (PDH). Un knockout del receptor de IP3 aumenta
los niveles de autofagia en las células, como mecanismo compensatorio para

obtener energia.
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Por lo tanto, el receptor de IPs es un importante regulador del estado
bioenergético de la célula, ya que mediante la accion de insulina participa en la
entrada de glucosa a través del transportador GLUT4, y también modula el
metabolismo de la célula, a través de la regulacién de enzimas mitocondriales.
Se ha postulado la regulaciéon de la liberacion de Ca?* a través del IP3R
mediante fosforilacion y desforilacion reversible [55]. Ademas, hay que
considerar que existe un dominio de consenso en la secuencia del receptor de
IP3, la cual puede ser fosforilada por la proteina kinasa Akt [56].

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se puede
concluir que IP3R participa activamente en la accion de insulina. Esta hormaona
mediante la liberacion de calcio a través de IPsR promueve la fosforilacion y
activacion de Akt, provocando la translocacion del transportador GLUT4 a la
membrana plasmatica, y finalmente, aumentando el transporte de glucosa.
Ademas, Insulina mediante la produccion de IP3, modula la reorganizacion de
actina, accion necesaria para la translocacion del transportador GLUT4 hacia la
membrana, y por lo tanto, el transporte de glucosa.

Por otro lado, el bloqueo de RyR disminuye parcialmente la translocacion
y por consiguiente el transporte de glucosa, dando un nuevo papel al RyR en la
accion de insulina. En sintesis, estos resultados dan una participacion clave al

calcio como segundo mensajero en la accion de insulina.
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. CONCLUSIONES

e El calcio intracelular participa activamente en el transporte de glucosa en
respuesta a insulina. BAPTA-AM, un quelante de calcio intracelular,
disminuyo la incorporaciéon de glucosa de manera dependiente de la
concentracion.

e Especificamente, el calcio intracelular participa en la translocacién del
transportador GLUT4, ya que BAPTA-AM y la expresion de PV-NES-
DsRed, disminuyen significativamente los niveles de transportador en
superficie. A su vez, la reorganizacion de la actina cortical, un proceso
necesario para la translocacion del GLUT4 en respuesta a insulina, fue
inhibido por la ausencia de calcio intracelular.

e La fosforilacion de Akt en el residuo Ser473 en respuesta a insulina es
fuertemente reducida por la ausencia de calcio iintracelular.

e El blogueo farmacologico de IPsR, mediante Xestospongina B, disminuye
parcialmente la fosforilacion de Akt dependiente de insulina. Ryanodina,
usada como antagonista del RyR, no alter¢ la fosforilacion de Akt.

e La translocacion del transportador GLUT4 hacia la membrana, disminuyo6
significativamente por Xestospongina B. El bloqueo de IP3R, también
inhibe el remodelamiento de la actina inducido por insulina.
Consecuentemente, el transporte de glucosa también se redujo por
Xestospongina B.

¢ Finalmente, los resultados obtenidos indican que insulina, a través del
receptor de IP3, regula la activacion de la proteina kinasa Akt y modula la
reorganizacion de la actina cortical, procesos indispensables para la
translocacion del transportador GLUT4, y por lo tanto, para el transporte
de glucosa, en el masculo esquelético.
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Figura 12. Modelo propuesto para la participacion de la via IP3-IP3R-Ca2+
en la acciéon de insulina en células musculares esqueléticas

Insulina mediante la participacién del calcio intracelular promueve el transporte de glucosa en
células musculares esqueléticas. La figura muestra como insulina a través de la liberacién de
calcio dependiente del IPzR regula la activacion de Akt y el remodelamiento de actina cortical,
procesos claves para la translocacion del GLUT4, y por consiguiente, para el transporte de
glucosa. Ademas, se muestra la posible participacion del RyR en la translocacion del
transportador de glucosa GLUT4, y por lo tanto, en el transporte de glucosa en las células
musculares esqueléticas.
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